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　　　The　search　for　human　cancer－specific　antigens　is　diMcult　compared　with　animal　tumor　antigens
because　of　biological，　social　and　psychological　factors．　Therefore　in　z，itro　techniques　should　be　employed・
1’n　this　report，　we　applied　・in　’iiitro　blastogenic　transformation　of　lymphocyte＄　’of　cancer　patients’　with
autogenous　cancer　cell　antigens　for　the　study　of　cancer－specific　immune　reactions，　The　peripheral
lyMphocytes　of　the　patients　were　cultured，　mixed　with　autochthonous　cancer　｛’）r　non－can’eerous　cells　in
whie．h　DNA　synthesis　was　blockecl　by　Mitomycin　C．
　　　If　the　tumor　posseses　tumor　specific　antigens　on　their　surfaee　xvhich　would　be　foreign　to　the　patientsL　，
the　patients　own　lymphocytes　are　stimulated　and　increase　DNA　synthesis　in　the　culture，
　　　In　24　cancer　cases　teg．　ted　the　specific　blastogenic　transfomation　by　3H－thymidine　uptake，　10　cas・es－
showed　niore　than　3　fold　higher　reactivities　of　］yniphocy・tes．　against　the　autochthonou　non－canc．erous　cell：，
although　the　value　was　far　lowier　than　non－specific　blastogenic　transformation　w’ith　PlulA．　lt　should　be
noted　that　this　specifie　blastogenic　reactivity　of　the　patients．　of　stomach　cancer　has　a　significant　c．orrelation
with　the　progressive　stages　of　the　canc．er，　i．e．，　Stage　III　cancer　patients，　showed　s．　ignifi¢antly　loNN’er
blastogenesis　with　autochthonous　cancer　cells　than　Stage　II　cancer　patients．
　　　The　specific　blastogenic　reactivity　with　cancer　antigen　is　sig．　nificantly　correlated　“’ith　the　non－speeifie
blastogenic　reactivity　w’ith　PHA．　fl”his　fact　indicates．　that　lhe　sreneral　iniiuunological　status　reflectt　the
immune　resistance　against　the　autochthonous　cancer．
x
緒 言
　癌患者における非特異的免疫能の低．下は第1編にリンパ
球の幼若化現象，遅延型過敏症皮内反応により示し．た．し．
かし，もし癌細胞に特異岳）fc原があるとすれば癌患者は．低い
ながら，これに対して．何らかの免疫反応を行．なうと考えら
れる．この癌細胞特異的免疫反応の存在，或いは，その程
度をあらわすことが出来れば，それが，その捷戦生．体の自
己の癌に対する免疫学的抵抗性の指標としうる可能性があ
る．本論文では癌患者における．特異的細胞性免疫能につい
て腫瘍細胞と自家リンパ球の混合培養によるリンパ球の幼
若化現象を検討した．
　牛芋異白勺糸田月包1生づ皇り斐有旨の毛則気直学去1よ｛重々ある力呈夫蛎灸41癖｝こPEIJ，材
て’きても1臨床癌には厚色1用しえない面も多い．’〃・乙，かθの方
法としてはSoutham1）は自家癌移植における同一一ρ癌患、者
の白i（U球成分に1／家1編q11胞の生着の担1制を認めた，叉llil家
洗’唐よりa）．劃h｝Ll物｝こよる．｝気1ノ」1支二馬巳；を行なし・三屋狂⊆1胆遣釘1枚写．1穫・をテ
ストする’方法もHughesとLytton2），　Stewart3）らにより
行なわれている．人癌の場台は動物癌と異なりi〃’1’iT・Oq．）
検索は1制1堤されるから」五確て’簡便なiil’vit’『oの方法．を1用
拓する必要がある．現在．行なわれているi〃・τ，it”oの：方法
としては腫瘍細胞を標1杓細胞とし，攻撃細胞は患者のリン
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パ球を川い培養によ「，直接顕1数鏡で観察する方法4），plaque
法5）colony　inhibition法6）な：どがあげられる．今回は
24名の癌患者についてリンパ球と腫瘍細胞との混含培養
により，特異的免疫能の険索を行なった．
　本研究では第1編に論述したように非特異的刺激1こよる
リンパ球の幼若化現儂は，患者の一般的な細胞性免疫能を
示す．一力，感作個体がその抗原にあえば，そのリンパ球
（T細胞と考えられている）は特異的な芽球化をおこすこと
が知られており7，8），癌細胞抗原とこの患者のリンパ球を混
合培養（（Mixed　LymphocyteTarger　Interaction）MLTI）
し，リンパ球の芽球化がおこれば癌特異抗原の存在が証明
されたことになる．
　本研究では，24名の癌患者についてMLTIを行った．
特異的芽球化反応はPHAによる非特異的な芽球化よりは
は かに低い．一方，癌細胞による特異的芽球化が正常細
胞のそれよりも高い例が存在するか否か，ある症例では担
癌生体では自己の癌に対して何らかの免疫応答を行なって
いるかどうか観察した．叉この反応性と癌進行度など臨床
像との関連についても検討を加えた．
研究対象
　癌患者は手術前に採血した患者であるが，抗癌剤，放射
線療法など免疫抑制の可能性のある療法は受けていない．
胃癌10名，乳癌4名，腸癌5名，甲状腺癌4名，肺癌の鎖
骨上窩転移1名の合計24名である．男11名，女13名で
年齢は21歳から76歳まで平均は50歳である（Table　1）．
Table　1　Cancer　1）atients
Diagnosismale femaleaverageAge　rangetotal
gastric　cancer
mammary　cancer
colon　cancer
thyroid　cancer
9
0
2
0
1
4
3
4
1
46
43．8
52．7
51．7
42
21－71
27－t76
36　・一一　70
30一一72
42
10
4
5
4
1
研究方法
1．リンパ球の分離
　既報（第1編）と同じく　Conray　400－Ficoll法により一Ai：
棺リンパ球を分離した，
2．腫瘍細胞，非腫瘍細胞の採取
　腫瘍細胞，非腫瘍細胞の採取1よMaddenu）らの方法に
準じておこなった．すなわち
　a．摘出された腫瘍糸ll織は0．9％の生理食塩水でよく洗
蘇し，胃，腸の内容物などの汚染物質を取り除き結合織，
1疑1fLL塊，壊死部（，　一H’分にとり除く．
　b．腫瘍組織はEagle　MEMでよくすすぐ．
　c．腫瘍組織はハサミで約1mm3の大ききまで細切
する．
　（L　細切され腫瘍組糸1茂を三角フラスコにとり，0．25％の
トリプシン，0．1％0）EDTA，0．04％のDNAaseが総量
200ccになるようにし，微温下でmagnetic　stirrerで
30～40分かくはんする．
　e．かくはん後，金属メッシュで濾過する．
　f．濾液を：400×g’，10分1｝野遠沈し残った細胞をEagle
MEMに浮遊させる．
　9・　トリパンブルーでviabilityをみる．
　h．Eagle　MEMにviable　cell　106／m6になるように
腫瘍細胞を浮遊し25　／tgのMitomycin（MMC）を入れ2
時間，37℃に静置する．
　L　2時間後，浮遊液を遠沈し，細胞を0．9％の生理食
塩水でよく洗蘇し，MMCをとり除く．
　非踵瘍組織は同一癌患者のその癌の母組織で，腫瘍組織
と同じ方法で細胞浮遊液をつくり，同一方法で処理した．
3．培養液と培養
　培養液はEagle　MEM（ニッサン），1％グルタミン，10％
仔牛血清を加えたものを用い，分離したリンパ球106／m6と
の混合培養，106／m6のリンパ球と106／m6の非腫瘍組織と
の混合培養，lo6／m6のリンパ球に1％（v／v）のPHAを加
えたもの，リンパ球のみを培養したものの4種類について
duplicate，或いはtriplicateし37。C　72時間培養した．な
お症例によっては非腫瘍組織を採取できない例があった，
4．生化学的リンパ球の幼若化現象12）
　培養終了2時間前にそれぞれに1μCi／m6の3H－thymi－
dine（22　Ci／mmole）を入れ，2時間静置培養後，細胞消化
法により処理し，放射活性はliquid　scintillation　cQunter
で測定した．
研究成績
1．各癌患者のPHA添加リンパ球培養における生化
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学的幼若化率と自家腫瘍，非腫瘍組織とリンパ球の混合培
養における生化学的幼若化率
　各癌患者のPHA添加リンパ球培養における3H－thymi－
dineのとりこみ，腫瘍組織とリンパ球の混合培養における
3H－thymidineのとりこみ，　iJンパ球のみの培養における
3H－thymidineのとりこみ等はTable2に示した．　PHA添
加1」ンパ．球培養における3H－thymidineのとりこみとUン
パ球のみの培養｝こおける3H－thymidineのとりこみのJrヒは
PIC，リンパ球と腫癌組織の混合培養における3H－thymi－
dineの．と1）こみとリンパ球のみの培養における3H－thy皿i－
dineのとりこみの比をTIC，非腫瘍組織とリンパ球のみの
培養における3H－thymidilleのとりこみの比をN．TIC，　llli
瘍組織とリンパ球の混合培養における3H－thylniclineのと
りこみと非腫瘍組織とリンパ球の混合培蕪における3H－
thymidineとの比をT！Nであらわした．　PHA添加培養
における3H－thymidineのとりこみの平均は4，347　cpm，
腫瘍細胞とリンパ球の混合培養における3H－thymidineの
りこみの平均は1，746cpm，リンパ球と非腫瘍紺織の混合
培養における平均は637cpm，以下P／Cの平均は10．23，
TICは5．09，　NT／℃は2．07，　T／NL：　3．s6であった．すな
わち癌細胞による幼若化は，PHAによる幼若化よりは，は
るかに．低いか，非癌組織細胞による幼若化よりも平均して
Table　Z．St～’〃〃α’10〃1〃．de；r〔ゾ4y胆力1zo‘y‘・q／’cc〃～c’e’ソ）α”【ワ～ts　IV～’1～PH∫．1，
atttologotts　tttnior　celts，　oiny　non－tttmor　cells
Name DiagnosisPHA　TumorNon－　　　　　c＊Tumor ・／・・櫛C　・器。tr／・．・
1．
2．
3．
4．
5．
6，
7．
8．
9．
10，
IL
12．
13，
14，
15．
16．
17，
18．
19．
20．
21．
22．
23．
24．
T，　M．
S，　M．
S．　T．
O．　K．
O．　T，
w．　s．
o．　s．
Y．　T．
T．　M
s．　y．
N．　S．
O．　T．
K，　K．
Y．　M．
O．　M．
M．　M．
S．　Y．
T．　R．
U．　M．
O．　M．
T．　T．
K．　’r．
W，　H，
N．　T．
gastrlc　cancer
　　　TJ
J）
）p
IJ
Jr
mammary　cancer
　　　ls
rr
　　　11
colon　cancer
rl
tt
　　　rt
thyroid　cancer
　　　lr
other
i1
1，127
1，532
3，006
12，251
2，781
7，057
16，167
1，947
4，378
5，831
1，119
2，637
2，657
2，569
15，056
1，342
4，618
1，592
2，353
　602
3，415
4，911
2，918
2，453
254
612
2，243
　819
1，527
3，301
9，216
1，797
1，294
2，266
　720
2，858
2，001
　661
12“30
1，206
　829
4，162
1，097
　633
1，807
　136
　734
1，962
233
600
300
826
292
331
929
523
691
724
987
1，895
734
432
1，048
634
456
624
748
285
497
234
204
594
297
788
207
358
512
316
583
390
678
190
393
360
1，038
535
508
347
379
482
288
143
624
320
5．52
2．58
10，12
15．55
13，34
19，71
31．58
6，16
7．51
15．00
1，65
13．90
6．76
7，14
14．51
2．51
9，09
4，59
6，21
1．25
11，86
34．34
4．65
7，64
1．25
1，03
7．52
1．04
7．38
9．22
18．00
5．69
2．L2
5，81
1．06
15．04
5，09．
1．84
1．18
2．25
1．03
11，99
2．89
1．31
6．27
4．48
1，00
6．13
1，14
！．01
1．01
1．05
1，43
0．92・
1，81
1．66
1．19
1，86
1　46
4，70
1．88
1．20
1．01
1．1｛
O．90
1．80
1．9．　7
1．25
1．73
1．64
1．097
1，019
7，446
0．99！
5，16
10，02
9．945
3，428
1，866
3．124
1．130
3．20
2．707
1．533
1．168
1．891
1．144
6，66
1，467
1．048
3．624
2，73
4．65
　　　＊・　C：
　　　＊＊P：
　　＊±・　＊T　：
＊＊：Y・＊N　T，　：
Stimulation　lndex＝
control　（lymphocytes　alone），
lymphocytes　cultured　with　PHA．
lymphocytes　cultured　with　turnor　celk，
lymphocytes　cultured　with　non－tumor　cells，
　　　　C．　P．　M．　of　mixed　lymphocyte　interaction
C．　P，　M．　of　control
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2，3f菖ll≒iし・．
　2．PHAによる非特異的幼若化と，癌細胞抗原による
特異的幼若化との関係
　PI－IAによるリンパ球幼若化は，第1編に述べたように、IJil、
者の一般的な細胞性免：疫能をあらわすものと考えられる．
一方，癌細胞に特異的に反応する細胞性免疫能は，本実験
のT／Cで示されると考えられる．この両者PICとT／C
の相関を検索したところFig，1，危険率1％で有意の相関
があり，十1」関係数はO．3043であった．
　すなわち，一般的な細胞性免ill11i能が保たれている患者で
は，自己の癌特異抗原に対する反応も大であるということ
になる．一方，非癌部細胞による幼若化は対照（リンパ球
のみの培養）と殆んど差はなく，PHAによる非特異的幼若
化との相関もなかった．癌細胞の抗原に対する患者リンパ
球の特異的反応をあらわすものとしてFig．2に示した．
癌の種類により若干の差があり，又同じ癌でもかなりの値
の変動がみられるが，少なくとも一部の癌患者のリンパ球
は，白己の癌細胞に対して正常非癌組織細胞に対するより
もi垣IL・」文L〔メを力≒しナこ，
　3．胃癌におけるリンパ球一自家癌混合培養におけるリ
ンパ球の幼若化率
　i占1癌患者における各測定値はFig．3，　Table2に示した
が，PHA刺激における3H－thymldineのとりこみは5，608
cpmで標準偏差は±4，734＊以下同様1腫瘍組織とリンパ
球培ゴ熾こおける3H－thymidineのとりこみは2，333　cpm±
2，448，非腫瘍組織とリンパ球培養における3H－thvlnidine
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のとりこメ裁よ，845cpm±381，　P／Cの平均は12．72±8．06，
TICの平均は592±4．95，　N／Cは1．31±0．38，　T／Nは4．55
±3．26であった．胃癌患者で進行度1のものは，材料が少
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Fig．　4　Relationship　between　stage　II　gastric
　　　　　　　cancer　and　stage　III　gastric　cancer　in
　　　　　　　P／C　and　TIC．
Fig．　5　Stimulation　lndex　and　C．　P．　M　lymphbeyte
　 　　 　　of　mammary　cancer　patients　with　PHA，
　　　　　　 autoehthQnous　tumor　cells　and　non－tumor
　　　　　　　cells．
43　（1） 金谷一癌患者における細胞性免疫能に関する研究　II 65
CPM
F；
lt．il脚l
　　L
試増。
尻
L’一
．
I
T
t’
．
T
　　　　　　　　　　　　　　　L…r一．r
　　　1’］1．X　11iTuov　．X’4，bi－ttun，，r　1’iC／　’L’iC　．N’J［’iC／
　　lmit［　1’．’iL’td　！Nir．．’　z　meaTi　L’；blue一
　　、し，1　1it：」11　’、li、　 i11t’．1．、L．t．恥il19　し．：1しFl聖　　1，1，i1聖1、；　奄kI聖t　e　‘脚±・ @、‘IT．iLLt三層，11s
Fig．　6　Stimulaion　lndex　ftc　nd　C．　P．　M　of　lymphocyte
　　　　of　colon　cancer　patients　with　PHA，　autoch－
　　　　thonous　tumor　cells　and　non－tumor　cells．
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なく得られず，IVのものは手術不能でやは！）入手できな
いことが多いため，進行度II度と進行度IIIの比較を行っ
た．Fig．4に示す如くPHAでは7，849　cplnと2，246　cpm，
リンパ球と腫瘍組織では3，229cpmと989　cpm，リンパ球
と非腫瘍組織では567cpmと512　cpm，　P／Cでは！7．57と
5．44，T／Cでは8．16と2．55，　N／Cは1．35と1．25，　TINは6，35
と1．86であった．すなわさ進行度IIIの患者のリンパ球
の癌細胞抗原に．ヒる特異的幼若化はII度のそれよりも低
い傾向がある，
　4．乳癌におけるリンパ球一自家癌混合培養におけるリ
ンパ球の幼若化率
　Fig．5に示した如くPHA添加培養における3H－thymi－
dineのとりこみは，2，246　cpm士651，［唖・；瘍細胞とリンパ球
混合培喪における3H－thymidineのとりこみは1，560　cpm
±921，非腫瘍細胞とリンパ球混合培養における3H－thymi－
dineのとりこみは1，012　cprn±546，　PICは7．36±4．4，　T／C
は5．76±5．6N．TICは2．30±1．36，　T／N，Tは1．46±1．16で
あった，すなわち，乳癌では，一i般に特異的幼若化率は低
値を示し1例，1例についてみると，IE常細泡による幼若
化率よりも数倍高い例が確かに存在した．
　5．腸癌におけるリンパ球一自家癌混合培養におけるリ
ンパ球の幼若化率
　Fig．6に示した如く，PHA添加リンパ球培養における
3H－thymidineのとりこみは4，992　cpm±5，163，腫瘍細胞
とリンパ球の培糞における3H－thymidineのとりこみは
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Fig．　7　Stimulation　lndex　and　C．　P．　M　of　lymphocyte
　 　of　t yroid　cancer　patients　with　PHA　and
　 　　autocht onous　tumor　cells　and　non－cancer
　　　　cells．
1，705cpm±1，770，非腫瘍細胞とリンパ球培養における
3H－thymidineのとりこみは702　cpm±197，　P／Cは7．38±
4．16TICは3．87±4．60　TIN．Tは2．47±2．11であった．平
均すると癌細胞に対する反応性が2．5倍位高く特異的幼若
化が有意に高い症例が存在した．
　6．甲状腺癌におけるリンパ球一自家癌混合培養におけ
るリンパ球の幼若化率
　Fig．　7に示す如くPHA添加リンパ球培養における3H－
thy皿idineのとりこみは2，959　cpm±632腫瘍細胞とリン
パ球培養における3H－thymdineのとりこみは953　cpm±
334，非腫瘍組織とリンパ球培養における3H－thymidineの
とりこみ｛よ339±58，P／Cは13．03±12．93，　N／Cは3，2士2．86，
N．T／Cは1．54±0．2，　T／N．Tは2．47±1．04で乳癌，腸癌とほ
ほ同一の傾向を示した．
考 按
　第1編においては，癌患者の非特異的細胞性免疫能が低
下していることを明らかにし，それが癌の進行度，碗翫，o
の遅延型過敏症と密接に関連することを述べた．癌患者の
このような免疫能の低下した状態が癌の増殖を許すものと
考えられる．しかし癌細胞に正常細胞｝二はない特異抗原が
存在するとすれば，生体はこれを異物として認識し，低い
ながらも何らかの免疫反応を行なう可能性がある．
　広汎な動物実験，臨床実験から癌に対する免疫学的抵抗
性の主役は細胞性免疫9・10）と考えられているが，一般に細
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胞性免疫の証明は液性抗体の孟iE明よりも困難であり，定量
化がむずかしい．本論文ではリンパ球幼目化現象をとりあ
げた．すなわち，癌細胞をMMCで処理し代謝，増殖を抑
えた状態で虚者自身のリンパ球と混合培養しリンパ球の幼
田田をもって観察し，その定量化には3H－thymidineのと
りこみをもってした，
　癌細胞抗原による臼家リンパ球幼若化は，掘症例によっ
てvariationが大きく，　PHAによる非特異的幼若化率よ
りははるか．に低い．しかし患者のリンパ球が癌の母組織の
非癌細胞と当然ながら反応せず，幼若化がほとんどおこら
ないのに比し，癌細胞に対しては，非癌部の数倍にjsする反
応性ど示している症例がかなり認められる，このことは，
癌細胞には非自己の特異抗原が存在することを示唆するも
のである．勿論これは，全部の癌患者にあらわれるもので
はなく，そのリンパ球が自己の癌細1泡に全く反応しない症
例も多数存在する．このことは動物実験で示された癌細1包
の抗原性の高低が人類にも存在することを意味するといえ
よう13・14）．この癌特異的といえる反応性が，癌の予後と果
して関連があるか否かは極めて重要な問題があり，現在詳
細に予後を追跡用であるが，胃癌に関していえぽ，その進行
度が癌特異的な幼右化率と逆相関のあることは極めて興味
深い．つまり癌進行度は，その予後とほぼ聞記するから，jll
己の癌抗原を認識し，何らかの免疫応答をしている癌患者
では癌の予後がよく，逆に何ら反応していない症例では予
後が悪いということになる．もっとも，胃癌以外の症例で
は例数も少なく進行度との相関は得られていない．PHA
によるリンパ球幼若化は一般の細胞性免疫能を示すと考え
られるが，この成績と，癌細胞による特異的幼若化は有意
の相関を示した．このことは，一般的な免疫能が高いほど
癌特異抗原に対する免疫応答も高いということを意味する
と考えられ，癌に対する特異的免疫学的抵抗性を高める一
つの手段として，一般の非特異的な免疫能を高めてやるこ
との妥当・1生を示すものであるt
要 約
　人癌の特異的細胞暁免疫能を険索す．る方法は動物におけ
る実験癌に比べ大変むずかしい．これは人体実験が許され
ていないからである．従って〆〃X’itl’0の実験で牛1異1：1勺免
疫能を知る方法の囲発が待たれている．最近，2，3の方法
が開発されている，
　本論文では，末梢リンパ球の幼若化現僚を示標として癌
恵歯の免疫能を検討した．癌患者の末梢リンパ球と白鼠癌
細胞の混合培握を行なったが，腫瘍細胞はMMC処理して
分裂能ぜ失なわせたものど使用した．非癌組織とリンパ球
の混合培握も．行なった．
　もし田鼠特異抗原があれば，それは宿主にとって異物で
あるから末梢リンパ球を刺激するはずである．3H－thymi－
dineとりこみ．による末｝有りンパ球の生fヒ学二（i勺幼皆fヒ率を
測定したところ，1／3ク）患者で非腫瘍部に比べ腫瘍組織と
の屍合培養でおおよそ3借の高い値を得た，腫瘍組織によ
る幼若化はPHAのそれに比べるとはるかに低値である．
この特異的幼看化現象は胃癌患者のIl度とIII度のもの
で明らかな基異が認められたがそれは癌の進行度と一致す
るものであった．以上の成績から癌細胞には特異抗原が存
在することが知られ，担癌個体のリンパ球は，これに対し
て，何らかの反応をすることが知られた．また，非特異的免
疫能は白家癌に対する抵抗性を反映することが知られた．
　　　　　　　　　　　　　　　　　σ沼Tl．！49．2．26．受f寸）
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